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CILE PRACE

Teoreticka cast
Vypracovat literarni reSersi na téma: Biosyntéza cytokininii v niz§ich rostlinich se
zaméfenim na Physcomitrella patens.

Experimentalni ¢ast

Provést kultivaci a pfipravu pokusnych rostlin tabaku Nicotiana benthamiana a
Agrobacterium tumefaciens nesouciho konstrukty pro expresi PpIPT pomoci infiltrace
listt tabaku Agrobacteriem za Géelem extrakce a analyzy proteini metodou Western

blot s anti-Myc a anti-His protilatkou.

Zpracovat vysledky a sepsat experimentalni ¢ast bakalaiské prace.



1 UVOD

Physcomitrella patens patii mezi hojné vyuzivané modelové organismy jiz n¢kolik let,
presto v poslednich letech vzrost jeho vyznam pii pouziti V oblasti rostlinného
vyzkumu. Jedna se o fylogeneticky stary organismus. Pro nds je u P. patens dilezita
zejména jeho haploidni vyvojovd faze a schopnost homologni rekombinance, a to
zejména kvuli vyuziti v oblasti vyzkumu. Rust mechorostu je vyrazné ovliviiovan
pritomnosti fytohormoni, jako jsou auxiny, cytokininy (oddaluji senescenci rostlin)
nebo kyselina abscisova. Dulezita je pro jeho funkci rovnéz ptitomnost genti kodujicich
enzymy IPT (isopentenyltransferasy, EC 2.5.1.8), kterych je v genomu P. patens sedm.
Nejvyssi vyznam ma ovSem hlavné gen PpIPT1, ktery se podili na tvorbé pupent a
celkovém vzristu mechorostu. Jeho absence v genomu ma za nasledek snizenou tvorbu
tRNA-vazanych cytokinind, mezi které se fadi zejména cis-zeatin, ve prospéch tvorby
vy$$itho mnozstvi volnych isopentenyladeninovych cytokinini vcetné trans-zeatinu.
Biosyntéza cytokinind mize u Physcomitrella patens probihat prostfednictvim tRNA-
zprostiedkované drahy nebo adenylat-zprostiedkované dréhy, pfi¢emz z dosavadnich
vyzkumi vyplyva, Ze nepiima tRNA-zprostfedkovana drdha je pifi biosyntéze
dominantni. Abychom si mohli byt jisti, jaky vyznam v oblasti biosyntézy cytokininti
rostlin mize mit zbylych Sest gent kodujicich IPT, je dilezité geny detailné

prozkoumat.

V teoretické Casti bakalaiské prace je zpracovana literarni resersSe tykajici se biosyntézy
cytokininti v niz8ich rostlinnach jako je Physcomitrella patens a zaroven pojednani o
modelovém organismu tabaku Nicotiana benthamiana, ktery se dnes hojné vyuziva
Kk ovéfeni exprese geni metodou bakteridlni infiltrace listh pomoci bakterie

Agrobacterium tumefaciens.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na pfipravu binarnich konstruktii pro transformaci
rostlin Nicotiana benthamiana, kdy byl jako vhodny reportérovy gen pouzit gen

kédujici zeleny fluorescenéni protein (GFP) ve vektoru pENTR2B.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné cytokininy
2.1.1 Charakteristika a objev cytokinini

Cytokininy jsou jednou z péti hlavnich skupin endogennich rastovych regulatort
znamych také jako rostlinné hormony (fytohormony). Cytokininy dostaly sviij ndzev na
zaklad¢ jejich schopnosti podpofit bunééné déleni (Machackova, 1998). Kazdy
z fytohormonti miize mit vliv na vice procest, proto se fadi fytohormony mezi méné
specifick€ v porovnani s Zivo€iSnymi hormony. Cytokininy se v rostlinnych pletivech
nachazeji v koncentracich 10 az 10® mol-I"t. Mezi cytokininy fadime jak piirozené se
vyskytujici, tak i uméle syntetizované latky (Frébort et al., 2011; Tarkowski et al.,
2004).

Rok 1955 je povazovan za rok objeveni prvniho cytokininu pod chemickym nazvem
6-furfuryladenin. Tento cytokinin, zndmy jako kinetin byl nalezen v autoklavované
DNA sled¢ (Barciszewski et al., 1996; Frébort et al., 2011). O nékolik desitek let
pozdéji byl tento objev vysvétlovan, jako produkt umélého presmyku vyvolané¢ho
v dasledku autoklavovani (Barciszewski et al., 1996; Frébort et al., 2011). Zaroven bylo
prokazano, ze kinetin nepatii mezi fytohormony ptirozené se vyskytujici v rostlinnych
pletivech, nicméné jeho funkce coby regulatoru rostlinného rtistu se potvrdila. Po
nékolika letech od objeveni kinetinu dosli védci k zavéru, ze latka obsazena v extraktu
Z nezralého endospermu kukufice (Zea mays) vykazuje stejné biologické ucinky jako
kinetin. Tato latka byla identifikovana jako trans-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-
enylamino) purin a pojmenovana jako zeatin. Nazev zeatin vychazi z latinského nazvu
rostliny, z niz byla molekula izolovana (Letham, 1973). V soucasné dob¢ je znamo vice

jak 30 ptirozenych nebo uméle pfipravenych cytokinind.

2.1.2 Clenéni a chemicka struktura cytokinini

Piirozené cytokininy jsou N® derivaty adeninu, zatimco vétsina syntetickych cytokinint
patii mezi derivaty mocoviny a thiomocoviny (Frébort et al., 2011; Tarkowski et al.,
2004). Na zakladé rozdilné konfigurace na N® postrannim fetézci adeninového typu
délime cytokininy na isoprenoidni a aromatické. Mezi isoprenoidni patii naptiklad cis a
trans izomery zeatinu (cZ, tZ), dihydrozeatin (DZ), N°-(-2-isopentenyl)-adenin (iP) a
jiné (Sakakibara, 2006). Do aromatickych spadaji naptiklad benzyladenin (BA) nebo
topoliny: ortho-topolin (0T), meta-topolin (mT), meta-ethoxytopolin (meoT) nebo
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ortho-methoxytopolin (memT) (Strnad, 1997). Rozsifenéjsimi cytokininy v rostlinach

jsou ty s isoprenoidni strukturou (Sakakibara, 2006) (Obr. 1).

/ ;’i
~ F ™ ~ ,r'{_‘rx ""_"'x
i % -~ .
N ~, g . U
l W J L W ¥
o ¥ N
LD LD )
s i = .-"'J = 4 W hx
1 ] " '] B
Berieyladenin et -ioploin ta-methoxyiopolin
5] S0
) >
— m— -
Y W™ ) w7
b r | \1 & /L \r B 1|
-~ r . 3
0 TS T
. . L/
S, ‘j{ S N mh, .
Aromatické cytokininy: R pam— riho-mesthoxytopolin Kinet
JoH
-
T PV Wy W e VS e
s H S, . e o .-".fJ""\-\. LN
T M Y -l P W e N r ail
D LD LD LD
Ry e o .-""I"" 5 Vo, -,'z i, .-'"'--.-.
L) ih [ H "
[ o 7

Isoprenoidni cytokininy:

Obr. 1 Struktury kinetinu a aromatickych a isoprenoidnich cytokinind (pfevzato z:
https://plantmethods.biomedcentral.com/articles/10.1186/1746-4811-8-42)

2.1.3 Funkce cytokinini v rostlinach

Nejprve se piedpokladalo, ze syntéza cytokinini probiha v kofenech, ale pozdéjsi
vyzkum prokazal, ze cytokininy v zavislosti na druhu rostliny mohou byt syntetizovany
v riznych ¢astech rostlin (Letham, 1994). Naptiklad v rostliné Arabidopsis thaliana
jsou geny koédujici proteiny, které syntetizuji cytokininy, exprimovany v kotenech,
listech, stonku a kvétu (Kaminek, 1982).

V piipad€ posuzovani biologické funkce cytokinini musime zohlednit nékolik
hledisek, a to vliv vyvojové faze rostliny nebo environmentalnich podminek vcetné
aktivnich a neaktivnich forem cytokinind. Zaroven je nutné brat v tivahu 0cinek
cytokininli v jednotlivych ¢astech rostlin, protoze v pifipadé posuzovani funkci
nehledime na rostlinu jako na celek (Kaminek, 1982).

Velmi podstatnou ulohu v rostlinach plni zejména cytokininy, které se vyznamné
podili na diferenciaci a mnoZeni bun¢k (Sakakibara, 2006). Svoji ulohu hraji cytokininy

také v procesu starnuti rostlin (Gan a Amasino, 1995), transportu zivin (Eckardt, 2003),
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utvareni a ¢innosti apikalnich meristémt (Jung et al., 2005), v apikalni dormanci (Dun
et al., 2006) ¢i klicivosti semen (Riefler et al., 2006) nebo oddaluji senescenci rostliny.
Dulezitost cytokinini ve vyvoji rostlin byla jasné demonstrovana experimenty s
cytokininoxidasou, kli¢ovym enzymem katabolismu cytokinini. Vlivem nadexprese
cytokininoxidasy Vv tabaku dochazi ke snizeni hladiny endogennich cytokinind, a tedy
K omezeni vyvoje nadzemni ¢asti rostlin  zapfi¢inéné zpomalenim proliferace
Vv stonkovém apikdlnim meristému. Tento fakt zaroven potvrzuje vliv endogennich
cytokininii na buné&tné déleni in vivo (Werner et al.,, 2001). Pokud se u rostliny
Arabidopsis thaliana projevi nadmérna exprese cytokininoxidasy, dojde k nadmérnému
vyvoji kofenového systému, coz vede k hypotéze, ze cytokininy maji opacny vliv na
fizeni bunééné proliferace v oblastech stonkovych nebo kofenovych meristému (Taiz a
Zeiger, 2006). Tvorba kalusového pletiva je zavisla na poméru zastoupeni auxint vaci
cytokininim pfitomnym v kultivaénim médiu. Pokud je zastoupeni auxini vuci
cytokininim niz§i, dochazi k tvorbé prytu, naopak zvySené zastoupeni auxinul

k cytokininim podporuje tvorbu kofent (Skoog a Miller, 1965; Miyawaki et al., 2003).

2.1.4 Biosyntéza cytokinini

Zasadni vliv na rychlost biosyntézy isoprenoidnich cytokininti V rostlinaich maji
isopentenyltransferasy (IPT). V zavislosti na pavodu nukleotidového substratu
rozliSujeme v rostlinach dvé rozdilné formy IPT (Kamada-Nobusada a Sakakibara,
2009).

Prvni formou IPT jsou adenylatové isopentenyltransferasy (EC 2.5.1.27) vyuzivajici
jako  substraty  adenosintrifosfat ~ (ATP), adenosindifosfat (ADP)  nebo
adenosinmonofosfat (AMP) a jsou u kvetoucich rostlin kdédovany v n¢kolika genovych
kopiich (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). Adenylatové IPT rostliny Arabidopsis
jsou zodpovédné zejména za syntézu iP a tZ typu cytokinint (Miyawaki et al., 2006).
Prvni popsand adenylatova IPT byla vyklonovand z rostlinného patogenu
Agrobacterium tumefaciens (Barry et al., 1984; Lichtenstein et al., 1984). Byla rovnéz
prokazana jeji funk¢nost v mechorostu Physcomitrella patens (Reutter et al., 1998).

Degradace tRNA byla navrzena jako zdroj cytokininu, protoze nékteré tRNA
molekuly obsahuji isopentenyladenosinovd (iPA) residua na misté sousedicim
s antikodonem. Modifikace je katalyzovana pravé druhou formou enzymu IPT, a to

tRNA-IPT, které nalezneme v fad¢ jak prokaryotnich, tak i eukaryotnich organismi
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jako je napt. Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus acidophilus,
Homo sapiens a Zea mays. Zajimavou skutecnosti je, ze se tyto geny nenachazeji v
Archeobakteriich (Takei, Sakakibara a Sugiyama, 2001). Enzymy tRNA-IPT (tRNA-
IPT, EC 2.5.1.8) katalyzuji ptidavek dimethylallyldifosfatu (DMAPP) k vazebnému
tRNA adeninovému nukleotidu. (Murai, 1994; Miyawaki et al., 2006). V rostlin¢
Arabidopsis jsou tRNA-IPT zodpovédné za vyhradni biosyntézu cis-zeatinu (Miyawaki
et al., 2006).

Kvili mnozstvi spotfebované tRNA je ziejmé, Ze hlavni rozkladny proces, tedy
tRNA-IPT zprostfredkovand draha, neni hlavnim zdrojem cytokininu v rostlinach.
draha (Takei, Sakakibara a Sugiyama, 2001).

Biosyntéza isoprenoidnich cytokininti je zahajena prenylaci adenosin-5’-fosfati na
N®  konci reakci s hydroxymethylbutenyl difosfitem (HMBDP) nebo
dimethylallyldifosfatem (DMAPP) katalyzované enzymem adenosin fosfatisopentenyl
transferasou (IPT, EC 2.5.1.27) (Takei et al., 2001). Poprvé byl enzym IPT
charakterizovan u tumorogenni bakterie Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi et al.,
1984; Barry et al., 1984). U Agrobacteria se vyskytuji dva IPT geny oznacované jako
Tmr a Tzs vyskytujici se oba v oblasti Ti-plasmidu. Gen Tmr je ulozen v T-DNA
kompartmentu Ti-plasmidu naopak gen Tzs v jeho virulentni oblasti usnadnujici pfenos
T-DNA (John et al., 1988; Powell et al., 1988). Jedinym substratem, ktery jsou enzymy
Tzs a Tmr schopny zpracovat je adenosinmonofosfat (AMP). Kvili nizké stabilité a
nizkému obsahu isopentenyltransferasy nebylo dlouho mozné podat komplexni
informaci o rostlinné isopentenyltransferase, a proto byla podrobena néckolika

experimentim. (Takei et al., 2001).

2.1.4.1 Pfima de novo biosynteticka draha

Iniciaénim krokem v piimé neboli de novo biosyntéze ve vyssich rostlinach je tvorba
isopentenyladenosin-5"-monofosfatu  (iPMP) z AMP a dimethylallylpyrofosfatu
(DMAPP), ktery je katalyzovan adenylatovou isopentenyl transferazou (Takei,
Sakakibara a Sugiyama, 2001). U Arabidopsis thaliana zodpovidaji adenylatové

isopentenyltransferazy za syntézu cytokinint, jako je tZ nebo iP (Miyawaki et al.,
2006).
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Jako prvni se adenylatova IPT objevila u fytopatogenni bakterie Agrobacterium
tumefaciens, kde byla zaroven prokazana jeji funkénost po provedeni transformace
mechorostu Physcomitrella patens za pouziti mutanta mechu, jehoz defekt spocival
V puceni, které jak jiz bylo zminéno, souvisi s ¢innosti cytokinint. (Reutter et al., 1998)
Bylo zjisténo, ze genom Arabidopsis thaliana koduje sedm IPT gent (AtIPT1, 3, 4, 5, 6,
7 a 8) patiicich k adenylat zprostiedkovanym IPT a dva tRNA IPT geny (AtIPT2 a 9)
(Miyawaki et al., 2006). Geny AtIPT1, 3, 5 a 7 jsou exprimovany v rustovych organech
rostlin jako jsou kofen, stonek nebo listy. Nejvice jsou izoenzymy AtIPT4 a 8
exprimovany v nezralych semenech nebo dale v reprodukénich organech (Miyawaki et
al., 2004). U vsech adenylatovych IPT vyjma AtIPT6 bylo pfi jejich nadexpresi mozno
pozorovat zvySeni produkce iP derivatu (Sakakibara et al., 2005; Sun et al., 2003), coz
lze povazovat za dikaz, ze u rostliny Arabidopsis thaliana je dominantni de novo
zprostiedkovana drdha biosyntézy cytokinini na rozdil od tRNA-zprostfedkované
nepiimé drahy (Miyawaki et al., 2006). Tvorba cytokininu tZ stejné jako jeho derivatd
z4visi na hydroxylaci postranniho fetézce PR a je katalyzovana specifickymi

cytochrom P450 monooxygenasami (CYP450, EC 1.14.14.1) (Takei et al., 2004).

2.1.4.2 Nepiima biosynteticka draha

Nepifima biosyntéza cytokinini je katalyzovana tRNA isopentenyltransferasou a je
zahajena prenylaci tRNA molekul (tRNA-IPT; EC 2.5.1.75) (Miyawaki et al., 2006;
Mok a Mok, 1994). Nejprve se piedpokladalo, Ze degradace tRNA by mohla byt velkym
zdrojem volnych cytokinini (Swaminathan, Bock, 1977), coz bylo vzapéti vyvraceno
diky vypoétim rychlosti obratu tRNA, které ukazaly, Ze se biosyntéza neobejde bez de
novo biosyntetické drahy (Klambt et al., 1992). Studie o metabolismu cytokinint
isopentenylového typu (Miura a Miller, 1969; Miura a Hall, 1973) vedly k hypotéze, ze
iPMP je také primarnim meziproduktem cytokinini v rostlinach a cytokininy
zeatinového typu jsou tvotfeny hydroxylaci iPMP a jeho derivatu (Chen, 1982; Letham a
Palni, 1983).

Ktvorbé cytokininu CcCis-zeatinu pak dochazi pravé diky nepfimé tRNA
zprostiedkované draze, katalyzované enzymem tRNA-IPT (Sakakibara, 2006). DMAPP
a HMBDP jsou prekurzory tvorby postranniho fetézce u isoprenoidniho typu
cytokininti. Zajimavé je, ze jeden z hlavnich enzymi AtIPT1 katalyzujici tvorbu

cytokininti v rostliné Arabidopsis thaliana HMBDP jako substrat nevyuziva
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(Sakakibara et al., 2005). Vyse zminéné prekurzory mohou byt syntetizovany dvéma
drahami, a to pfimou methylerythritol fosfitovou drdhou (MEP) nebo neptfimou
mevalonatovou drahou (MVA). Ob¢ biosyntetické drahy, a to jak MEP drahu pobihajici
Vv plastidech, jejimiz findlnimi produkty jsou tZ nebo iP, i MVA drahu probihajici v
endoplazmatickém retikulu a cytosolu za tvorby cZ (Kakimoto, 2001) zachycuje Obr. 2.
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Obr. 2 Model zachycujici ob€ biosyntetické drahy isoprenoidnich cytokinind probihajici
v rostlinnych bunkach infikovanych A. tumefaciens a intaktnich rostlinnych bunikach. MEP
draha ptispiva k tvorb¢ isoprenoidnich fetézct iP a tZ a MVA draha vede k tvorbé cZ. Enzym
IPT katalyzuje ve vysSich rostlinach tvorbu cytokininii. V pribéhu N-prenylace se vyuziva
substratu DMAPP za tvorby iPRTP a iPRDP. Pfeménu iP nukleotidu katalyzuje CYP735A za
tvorby tZ. Tmr v infikovanych buikach A. tumefaciens zprostfedkovava prenylaci AMP pomoci
HMBDP, za produkce tZRMP. tRNA-IPT katalyzuje N-prenylaci tRNA za tvorby cZRMP.
Enzym LOG pfeméniuje neaktivni formy cytokinin monofosfatii na aktivni volné baze. Cis-trans
isomerasa reverzibilné pfeménuje tZ na cZ. (pfevzato a upraveno podle: Kamada-Nobusada,
2009).
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2.1.6 Degradace cytokininu

Cytokinin dehydrogenasa zpusobuje ireverzibilni degradaci cytokinini. Oxidaéni
Sté€peni cytokininti bylo poprvé prokazano v tabakové kultute roku 1971 (Brownlee et
al., 1975). O tfi roky pozd&ji byl enzym pojmenovan jako cytokininoxidasa védci
Whittym a Hallem. K degradaci cytokininii dochazi diky oxidaénimu S$tépeni jeho
postranniho fetézce na pozici N® adeninového kruhu, coZ vede k tvorb& adeninu,
respektive jeho derivatd a aldehydu odvozeného z postranniho fetézce (Brownlee et al.,
1975). Dehydrogenaci cytokininii vznikd iminovy meziprodukt tak, ze elektronovy
akceptor pifiyjme dva elektrony zredukovaného enzymového kofaktoru FADHo.
Zpocatku se mélo za to, Ze pravé molekuldrni kyslik je nutny pro aktivitu
cytokininovych enzymti (CKX), ale vice efektivni jsou zejména akceptory elektront
typu chinonu. Jednim z ptiklada je 2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinon (Galuszka
et al., 2001; Frébortova et al., 2004). Kviili vySe zminéné reakci doslo k reklasifikaci
enzymu z oxidasy na dehydrogenasu (CKX, EC 1.5.99.12).

Kukuficna ZmCKX1, je lokalizovana v aleuronové vrstvé zrna a v mensi mife i ve

floemovych buikach ve stoncich (Galuszka et al., 2005).
Produktem  oxida¢niho  Stépeni  2.4-dihydroxy-7-methoxy-I,4-benzoxazin-3-onu
(DIMBOA) vyskytujiciho se v kukufi¢nych pletivech je 4-nitrosoresorcinol-1-
monomethylether, ktery muze slouzit jako piirozeny akceptor elektroni CKX
(Frébortova et al., 2010).

Jedinym znamym enzymem, u né¢hoZ byla potvrzena funkce katalyzy ireverzibilni
inaktivace cytokininti je CKX. Kromé rostlin je vyznamny rovnéz svoji aktivitou
v nékolika niz§ich organismech jako je napiiklad mech Funaria hygrometrica
(Gerhauser a Bopp, 1990) nebo kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Van Kast a Laten,
1987). U kvasinky je ovSem piitomnost endogenniho CKX nejista (Schmiilling et al.,
2003), jak se mizeme domnivat z vyhledavani BLAST, ve kterém nebyla nalezena
sekvence odpovidajici genu cytokinindehydrogenasy. BohuZel je velmi tézké cisty
protein izolovat vzhledem k nizké koncentraci CKX v rostlinnych pletivech. Zasadni
zlom nastal po provedeni klonovani genu pro CKX z kukutice (Houba-Hérin et al.,
1999; Morris et al., 1999). Tento fakt umoznil identifikaci CKX genti v odli$nych
druzich a néasledné jejich expresi v heterolognich hostitelich nebo nadexpresi v
rostlinach. Pro spravné fungovani rostlinnych enzymi CKX je nutna pfitomnost FAD

molekuly, kterd musi byt kovalentn¢ vdzani. Kovalentni vazba kofaktoru na protein
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posiluje oxidac¢ni silu flavinu a redoxni katalyzu (Galuszka et al., 2008). FAD muze byt
navazan na histidinovy zbytek GHS motivu Vv N-terminalni ¢asti enzymu
prostiednictvim 8-methylskupiny isoalloxazinového kruhu (Malito et al., 2004). CKX
enzymy jsou tvofeny dvéma doménami pro vazbu substratu a kofaktoru (FAD). Skoro
jedna tfetina vSech aminokyselin je vysoce konzervovana mezi riznymi CKX proteiny,
coz muze souviset s jejich schopnosti rozpoznat substrat a pienést elektrony

(Schmiilling et al., 2003).
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2.2 Modelovy organismus Physcomitrella patens

Physcomitrella patens je védecky nazev pro Cepenku odstalou pattici do fadu
Funariales. Jedna se o mechorost, pro n¢hoz je haploidni faze zivotniho cyklu
dominantni a diky tomu jej mizeme povazovat za idealni modelovy organismus pro
genetické studie (Cove, 2005). Muze za to jejich citlivost na ristové latky a
jednoduchost ve vyvojové diferenciaci (Yevdakova et al., 2008). Od roku 2007 je
znama kompletni genomova sekvence Physcomitrella patens (Rensing et al., 2008),
ktera mimo jiné koduje i hlavni enzymy metabolismu, degradace a signalizace
cytokininti. Vyvojové je Physcomitrella patens star$i nez semenné rostliny o vice nez
400 miliont let. Velky vliv na vyvoj jednotlivych bunék mechli maji pravé cytokininy,
které u nich mohou indukovat pfechod bun€k z filament6zniho riistu na trojrozmérny,
coz se projevi tvorbou gametofori a pupent (Brandes a Kende 1968).

Posledni studie prokazaly, ze Physcomitrella patens vylucuje mnoho svych
metaboliti do kultivacniho média. Jednou ze zasadnich slozek metabolitii jsou 1
cytokininy, hlavn¢ iP (Reutter et al., 1998; Schulz et al., 2001; von Schwartzenberg et
al., 2007). Zejména vytazeni genu PpIPT1 (Obr. 3) mélo vyrazny dopad na rozdily
Vv zastoupeni jednotlivych typi cytokinint (Lindner et al., 2014). Genom Physcomitrella
patens nese sedm gent kodujicich PpIPT, a to PpIPT1-7 (Yevdakova a von
Schwartzenberg, 2007). U gent PpIPT2, 3 a 6 se doposud nepodatilo prokézat jejich
aktivitu (Lindner et al., 2014).

Mechorostu P. patens prospivaji sterilizované komeréni kompostové smési, ve
kterych mtize dobie rust a dochazi v nich k nejrychlejsimu dokonéeni zivotniho cyklu.
V laboratornich podminkach se standardné péstuje bud’ na pevném, nebo i v tekutém
kultivaénim médiu (Knight et al., 2002). Po piekryti kultiva¢niho agarového média
sterilnim celofdnovym filmem doslo k zjednodusSeni sklizn¢ rostlinného materialu tim,
ze nedochazi K ristu rostlin do média (Grimsley et al., 1977). Kmeny Physcomitrella
patens mohou byt dlouhodobé skladovany v mrazdku, nejcastéji v kapalném dusiku,
ktery je schopny je zakonzervovat na nékolik let. Pokud kmen rozmrazime, je nutno

pocitat s moznymi problémy s regeneraci materialu, hlavné u mutantnich kmend.
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Obr. 3 Fenotypovy rozdil mezi WT a mutantem mechorostu
Physcomitrella patens s absenci genu PpIPT1. V sekcich (a), (c), (e) a
(g) je videét, ze u ptfirozené se vyskytujicitho mechorostu je gen PpIPT1
zodpoveédny za vétveni, tvorbu pupeni a celkovy rlst mechu,
V porovnani se zéonami (b), (d), (f) a (h), kde je vidét, ze deficience genu
PpIPT1 negativné ovlivituje tvorbu pupent, které jsou malé, mech neni
rovnéz tolik vétveny a je zakrslého vzrustu. (pfevzato z: Lindner et al.,
2014)

21



2.2.1 Zivotni cyklus

Mechorosty stejné jako kapradiny a semenné rostliny se vyznacuji sttidanim generaci
haploidni faze produkujici gamety s diploidni fazi, jejimz produktem je haploidni spora
vznikla meiotickym délenim. Co je ovSem typické pouze pro mechorosty, je dominance
haploidni faze (Cove, 2005). Haploidnim organem produkujicim sam¢i gamety jsou
takzvana antheridia, kterd jsou pohyblivda a maji bi¢iky. Sami¢i gamety jsou
produkovany v zadrode¢niku zvaném jako archegonium. Jedna se o jednodomou rostlinu,
kdy jeden gametofor produkuje zaroven samci i sami¢i gamety. Pro oplodnéni je
dilezit¢ zachovat vlhké podminky, aby se mohly spermatozoidy voln¢ pohybovat.
Z oplodnéné zygoty (zarodku) se stava sporofyt (Cove, 2005). Physcomitrella patens je
mech vyvijejici se zacatkem léta z prezimujicich spor. Roste pobliz tek, jezer nebo
piikopt (Cove, 2005). Dle lokalit vyskytu jsou spory produkovany od zafi do biezna.
Pro spravny pribéh gametogeneze je vhodné dodrzovat svételny rezim v podobé 8
hodin tmy a 16 hodin svétla pii teploté pohybujici se pod 18 °C. Mech Physcomitrella

patens se rovnéz vyznacuje vybornou schopnosti regenerace.

PROTONEMA }% GAMETOPHORE
Chloronema @
Protoplast

SPOROPHYTE

Gametophore

Rhizoids

Obr. 4 Zachyceni zivotniho cyklu modelového organismu Physcomitrella patens (pievzato z:
Ortiz-Ramirez et al., 2016)
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2.2.2 Transformace Physcomitrella patens

U P. patens byly nejprve vyvinuty genetické transformacni techniky protoplastl
vyuzivajici polyethylenglykol (PEG) (Schaefer et al., 1991). Pfi transformaci mohou
vznikat jak stabilni transformanty, kdy je plasmid integrovan do jaderné DNA, tak i ke
vzniku nestabilnich transformantii, u kterych se plasmid neintegruje a replikuje se
extrachromozomalné. Jak ukézala analyza metodou Southern-blot, tak transgeny se
mohou integrovat v konkatemeru mezi 3 a 40 kopiemi, coz mize predstavovat formu,
kterou se transgenni material replikuje (Ashton et al., 2000). Exprese transgenu
V nestabilnich transformantech se omezuje na protonemalni pletivo, a proto nemize
dochazet k jeho detekci v gametoforech a ani k samotnému pienosu transgenu
nedochdzi meidzou. Pro dalsi tfidu transformantt plati, Ze si pti kultivaci na selektivnim
médiu zachovava transgenni DNA a to i v pfipadé, kdy je selekce odstranéna. Takto
vzniklé transformanty jsou stabilni, coz potvrzuje i metoda Southern-blot, kterou se
mimo jiné podaftilo prokazat, ze transgeny vlozené do genomové DNA mohou existovat
ve vice kopiich vyskytujicich se na jednom stejném lokusu (Schaefer et al., 1994).

Mechorost Physcomitrella patens je rovnéz mozné transformovat také biolisticky a
jedna se opét o postup generujici pfechodné stabilni a nestabilni transformanty (Sawahel
etal., 1992).

V poslednich letech byly pro transformaci P. patens pouzity nové virulentni kmeny
bakterie Agrobacterium tumefaciens, které v porovnani s piedchozimi dvéma metodami
transformace tvoii vice stabilnich transformantti (Smidkova et al., 2010). Nicménd
nejpouzivanéj$i metodou transformace modelové rostliny Physcomitrella patens stale

zlstava transformace protoplastii pomoci PEG.

2.2.3 Pouziti selekénich kazet, promotert a reportérovych genu

Nejcastéjsi selekéni kazetou vyuzivanou K selekci transformantit mechu Physcomitrella
patens je gen NPTIlI pod kontrolou CaMV35S promotoru viru mozaiky kvétaku
(Cauliflower Mosaic Virus 35S) ukonceny terminatorem pro nopalinsynthetasu (tNOS)
(Schaefer et al., 1991). Gen NPTII je genem kodujicim a mimo jiné ud€luje transgenni
rostliné resistenci vi¢i Geneticinu. Dal§imi antibiotiky vyuzivanymi K selekci jsou
naptiklad Zeocin a Hygromycin. Pro stanoveni promotorové aktivity se v souc¢asné dobé
pouzivaji reportérové geny jako je UidA kodujici p-glukuronidazu (Knight et al., 1995).

Z meduzy Aequoria victoria byl izolovan gen kodujici zeleny fluorescencni protein
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(Green Fluorescent Protein, GFP), ktery je vhodny pro expresi v mechorostu P. patens.
Jelikoz se nejedna o enzym, tak je potfeba vyssi hladina exprese (Bezanilla et al., 2003).
Pro srovnani aktivity promotoru se dnes pouziva gen luciferasy ziskany ze svétlusky

Photinus pyralis (Horstmann et al., 2004).
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2.3 Isopentenyltransferasy
2.3.1 IPT z modelové rostliny Physcomitrella patens

Nadmérna produkce cytokinind zpisobend transdukovanymi IPT zptisobuje abnormalni
bunécnou proliferaci. Gen byl identifikovan v fadé bakteridlnich druhti jako je pravé
Physcomitrella patens a jeho transla¢ni produkt byl prokazan v biosyntéze iPMP jako
aktivni cytokinin tzv. in vitro. Na druhou stranu je tu maly konkrétni dikaz autentické
biosyntézy iPMP pomoci IPT ve vysSich rostlinach. Cytokinin byl navrZen k syntéze ve
specifickych lokalitach, jako je Spicka kofene, nezrala jadra nebo stfedovy apikalni
meristém. Navzdory tomu aktivita rostlinné IPT byla pozorovana v jen nékolika malo
nezralych kukufi¢nych jadrech a cytokinin autonomnim tabakovém kalusu. Jako enzym
se zda byt vysoce nestaly a nizkého obsahu. V soucasné dob¢ je ovSem prace s timto
enzymem hlavnim predmétem zajmu, kdy se védci snazi exprimovat geny kddujici
enzym IPT. Jako prvni krok k porozuméni biosyntetickych drah cytokinind na
molekularni Grovni byl pokus o identifikaci IPT genti v Arabidopsis thaliana. Studie
ukazaly, ze Arabidopsis obsahuje mnohonasobné mnozstvi IPT genu kdédovanych
malou multigenovou rodinou. Dle dostupnych informaci byl vySe zminény fakt prvni
zpravou o identifikaci IPT ve vy$Sich rostlindich na molekularni urovni (Takeli,

Sakakibara a Sugiyama, 2001).

Obr. 5 Krystalicka struktura rostlinné adenylatové isopentenyltransferasy HIAIPT. (pfevzato
z: Chu et al., 2010)
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2.3.2 IPT z modelové rostliny Arabidopsis thaliana

Roku 2003 byl japonskymi védci proveden vyzkum geni ATP/ADP
isopentenyltransferas v rostliné Arabidopsis thaliana. Kazdy gen byl exprimovan v
urcitém typu rostlinné bunky. Analyza fiznich genit GUD::AtIPT potvrdila, ze pletiva
podilejici se na expresi AtlPTas distribuuji cytokininy celou rostlinou Arabidopsis
thaliana (Miyawaki, Matsumoto-Kitano a Kakimoto, 2004).

Ptenos isopentenylovych skupin na AMP hraje diilezitou roli v biosyntéze cytokininti
(Chen 1997, McGaw a Burch 1995). V rostliné Arabidopsis thaliana bylo
identifikovano devét potencionalnich IPT sekvenci. Sedm z deviti produkti geni maji

podobnou sekvenci (AtIPT1, AtIPT3-8) (Takei et al., 2001).
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2.4. Nicotiana benthamiana

V laboratorni praxi je Nicotiana benthamiana fazen mezi nejrozsifenéjsi hostitele
Vv rostlinné virologii. Krom¢ virG jsou schopny tuto rostlinu infikovat dalsi patogenni
agens jako napiiklad Agrobacterium tumefaciens pattici mezi bakterie nebo oomycety.
Casto je N. benthamiana predmétem vyzkumu obranné signalizace a vrozené imunity
(Goodin et al., 2008). Doposud je znamo 76 druhti patficich do rodu Nicotiana
vyskytujicich se zejména v tropickych a subtropickych oblastech na tzemi Ctyf
kontinentd, z nichz nejCastéjsi jsou Australie a jizni Amerika (Knapp et al., 2004).
Druhy Nicotiana benthamiana a Nicotiana excelsior jsou jediné dva druhy s 19 pary
chromosomu (Burbidge, 1960).

Nicotiana benthamiana se dostal do povédomi jako modelovy organismus az diky
ttem technickym pokrokiim. Jako prvni se zacalo vyuzivat postupu umoznujiciho
expresi ciziho genu neseného na vektoru z rostlinného viru nebo bakterie. Dalsi
vyvinutou technologii bylo virem-indukované umlceni genu (VIGS), které zptisobovalo
umlceni (snizeni exprese) kteréhokoliv genu v rostlinach (Thomas et al., 2001).
Posledni technologii dnes hojné vyuzivanou je agroinfiltrace. Typickym piikladem je
exprese genu PplIPT diky bakterii Agrobacterium tumefaciens v listech N. benthamiana

metodou infiltrace.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material
3.1.1 Pristroje

% Analytické vahy model 5034/120 (Auxilab, Spanélsko)

% Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko)

¢ Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

% Centrifuga Heraeus Megafuge 40 (Thermo Scientific, USA)

< Digitalni vahy Traveller TA302 (Ohaus, Svycarsko)

% Dokumentaéni systém ChemiDoc MP (BIO-RAD, USA)

% Elektroporator ECM 399 (BTX, USA)

¢ Elektroforeticka komiirka na horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
*» Epifluorescencni mikroskop Axio Imager M2 (Zeiss, Némecko)
< Flowbox (MERCI, CR)

% Fytokomora (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)

% Gel Doc EZ image (BioRad, USA)

¢ Chlazena centrifuga Model 5417R (Eppendorf, Némecko)

+¢ Inkubator (25 °C) (Lovibond, Némecko)

+¢ Inkubator (37 °C) (Medline Scientific limited, Némecko)

¢+ Inkubator COOL-Hotter Dry (Alex Red, Israel)

¢ Laminarni box Faster SCS 2-6 (Ferra, Italic)

¢ Magnetickd michacka RH basic 2 IKAMAG (IKA, Némecko)

¢+ pH metr (Eutech Instruments, Singapur)

%+ Spektrofotometr NanoDrop One (Thermo Scientific, USA)

+» Spektrofotometr NAS 99 (ACT gene, USA)

¢ Stolni pikofuga (Biosan, Litva)

s+ Termocycler Applied Biosystems Veriti (Life Technologies, USA)
s+ Termocykler T-gradient (Biometra, USA)

% Tiepacka (Kiihner, Svycarsko)

¢ Ttepacka inkubovana Heidolph unimax 1010 (Heidolph, Némecko)
¢ Termoblok Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)

s Vortex (Labnet, USA)
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3.1.2 Komeré¢ni soupravy

% QIlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Nizozemsko)

R

% NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit (Machenery Nagel, Némecko)

3.1.3 Chemikalie

% Acetosyringon (Sigma-Aldrich, USA)

% Agar (HiMedia, Indie)

% Agarosa (Amresco, USA)

% Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

% Albumin, hovézi sérovy (BSA) (Sigma-Aldrich, USA)
% Amidocern 10 B (Merck, Némecko)

% B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

% Bromfenolova modrt (Fluka — Sigma-Aldrich, USA)

< Butanol (Penta, Ceska republika)

%+ Coomassie Brilliant Blue R250 (Fluka — Sigma-Aldrich, USA)
%+ Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva, USA)

¢ Deionizovana voda

< dNTP smés 10 mmol-1* (Fermentas, Litva)

% Dimethylsulfoxid (DMSQ) (Duchefa, Nizozemsko)

< Ethanol (Penta, Ceska republika)

% Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

% Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)

% Hydroxid draselny (KOH) (Lach-Ner, Ceska republika)
% Hygromycin B (Roche Diagnostics, Svycarsko)

% Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Ceska republika)

% Chlorid hofegnaty 10 mmol-1* (MgCl) (Lach-Ner, Ceska republika)
% Kvasinkovy extrakt (Sigma, USA)

% LB Broth (Sigma, USA)

% Trypton (Duchefa, Nizozemsko)

¢+ Tris (Duchefa, Nizozemsko)

s Tween 20 (NeoLab, Némecko)
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3.1.4 Média

o
A5

LB Agar (10 g tryptonu, 10 g NaCl, 5 g kvasni¢ného extraktu a 16 g agaru na 1
litr) - sterilizovano autoklavovanim

LB médium (9,5 g chloridu sodného, 15,5 g LB Broth; doplnéno do 1 1 destilovanou
vodou) - sterilizovano autoklavovanim

SOC médium (2% (w/v) trypton; 0,5% (w/v) extrakt z kvasnic; 0,05% (w/v)
NaCl; 0,01 mol-1t MgCl; 0,01 mol- 1t MgSQ4; 0,0025 mol-1* KCl a 0,02 mol-1
! glukozy)

YEB médium (bactopepton 0,5%; sacharosa 0,5%; hovézi extrakt 0,5%;
kvasnicovy extrakt 0,5%; modra skalice 0,05%; agar 1,5%)

AS médium (10 mM MES upraveno na pH = 5,6; 150 mmol-I* acetosyringon;

10 mmol-I"t MgCls; doplnéno vodou na objem 1 )

3.1.4.1 Antibiotika

Gentamycin 50 mg/ml (Sigma, USA)
Hygromycin (Sigma, USA)
Kanamycin 50 mg/ml (Sigma, USA)
Rifampicin 50 mg/ml (Sigma, USA)

3.1.5 Material pro agarosovou elektroforézu

1% (w/v) agarosovy gel (1 g agarosy rozpustén ve 100 ml TAE pufru pomoci
mikrovinné trouby)

TAE pufr (1 mmol-1t EDTA, 40 mmol-1? Tris, 20 mmol.I*! kyselina octova; pH
=8.0)

1 kb plus DNA ladder — standard molekulovych hmotnosti (Thermo Scientific,
USA)

Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

6x Loading Dye (Thermo Scientific, USA)

3.1.6 Roztoky pro SDS-PAGE a Western-blot s imunodetekci

*
L X4

10x Transferovy pufr (0,2 mol-1* Tris/HCI, 1,2 mol-1* glycin; pH = 8,5)
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°e

¢

o
A5

1x Blotovaci pufr (20 (v/v) transferovy pufr, 5% (v/v) methanol)

Barvici roztok na membranu (0,5% (w/v) amidocern, 50% (v/v) methanol, 7%

(v/v) kyselina octova)

Barvici roztok na gel (0,025% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 50%

methanol, 10% kyselina octova)

Odbarvovaci roztok (40% methanol, 10% kyselina octova)

1x TBS promyvaci pufr (4,84 g Tris; 58,44 g NaCl na 2 |, pH 7,5)

1x TBST promyvaci pufr (100 ml 10x TBS; 900 ml dH.O; 500 pl Tween 20)
Blokovaci pufr: (5% suSené mléko v TBS-T pufru)

Pufr s primarni nebo sekundarni protilatkou (20% blokovaci pufr, fedéni

primarni protilatky anti-Myc v poméru 1:750, anti-His v poméru 1:500, anti-GFP

v poméru 1:500 a fedéni sekundarni protilatky v poméru 1:5000)

3.1.6.1 Protilatky

anti-Myc 1:750 (Millipore)

anti-His 1:500 (eBioscience)

anti-GFP 1:500 (ab290) (Abcam, Velka Britanie)

goat anti-rabbit 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
rabbit anti-mouse 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

3.1.7 Vektory

/7
A X4

pENTR2B dual selection (Invitrogen, USA)

Komer¢ni donorovy vektor slouzici jako zdklad pfi rekombinac¢ni BP reakci metody

Gateway. Mapa vektoru je znazornéna a popsana na Obr. 6.

*
A X4

pGWB17 (Nakagawa et al., 2007)

Cilovy vektor slouzi jako zaklad pfi rekombina¢ni LR reakci metodou Gateway.

Mapa vektoru je znazornéna a popsana na Obr. 7.
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3.1.8 Enzymy
3.1.8.1 Restrikéni endonukleasy

% Ascl - 20 000 U-ml™ (NEB, USA)

% BamHI - 20 000 U-ml™ (NEB, USA)

% ECORV-HF - 20 000 U-ml* (NEB, USA)
% Fsel - 20 000 U-ml™* (NEB, USA)

% Nhel - 20 000 U-ml™ (NEB, USA)

% Notl - 20 000 U-ml* (NEB, USA)

% Spel - 20 000 U-ml* (NEB, USA)

3.1.8.2 Ostatni

% Alkalicka fosfatasa Fast AP (1000 U-ml™) (Thermo Scientific, USA)
< GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U-ml?) (Promega, USA)
< Phusion HF (High-Fidelity) DNA polymerasa (2000 U-mlI™) (NEB, USA)

% T4 DNA ligaza (Thermo Scientific, USA)

3.1.9 Klonovaci pufry

*
o

5x GoTaq Flexi pufr (Promega, USA)

10x CutSmart pufr (NEB, USA)

10x Liga¢ni pufr (Thermo Scientific, USA)
5x Phusion HF pufr (NEB, USA)

R IR

4

3.1.10 Primery (Sigma-Aldrich, Némecko)

Primer Sekvence (5°-3")

PENTR fw CTACAAACTCTTCCTGTTAGTTAG

eGFP rev01 GGTGGTGCAGATGAACTTCAGG

eGFP fw CAACCACTACCTGAGCACC

PpIPT1 Ascl Fw CTAGAGGCGCGCCATGGTGAGTTTGCAGTTTGAGG

PpIPT1 rev_ BamHlI TTACATAGAGGTCGTCAAGGATGATTCC

PpIPT3_Ascl_Fw CTAGAGGCGCGCCATGTGGACTTCAAGAGCATGTACT
TG

PpIPT3 rev_ BamHI TCAGAATCTAACTAAATTTCGTGAGC

PpIPT4_Ascl_Fw CTAGAGGCGCGCCATGATGTGGACTCAAAGAGCAGC
ATG

PpIPT4_rev_ BamHI TCAGAATCTAACTACACTCCGTTGAAAACTCC

PpIPT6_Ascl_Fw CTAGAGGCGCGCCATGCGGACTTCAAGAGCATGTC

PpIPT6_rev_ BamHI TCAAACTGTAACAAATCTCCGTGG

pSL34 tNOS rev TGAACGATCGGGGAAATTCGAGCT
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3.1.11 Biologicky material

% Elektrokompetentni buiky Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Invitrogen,
USA)

% Chemokompetentni bunky Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA) nesouci
expresni plazmidy pHSGMS50::PpIPT1-4xMyc-6xHis, pHSGM50::PpIPT3-
4xMyc-6xHis, pHSGM50::PpIPT4-4xMyc-6xHis a pHSGM50::PpIPT6-4xMyc-
6xHis (ptipravené v ramci DP Jakuba Savary, 2017)

% Rostliny tabaku Nicotiana bentamiana

3.1.12 Software
% ImagelLab (Bio-Rad, USA)
% SnapGene (http://www.snapgene.com/)
% BioEdit
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava mikroorganismu
3.2.1.1 Kultivace

S mikroorganismy bylo nutné pracovat ve sterilnich podminkach, aby nedoslo k jejich
kontaminaci, a proto byl vyuzit laminarni box, ktery byl pied kazdym pouzitim
sterilizovan UV zafenim. Bakterie Escherichia coli nesouci konstrukty genu PpIPT byla
kultivovana v LB médiu pfes noc, nejdéle vSak 16 hodin pti 37 °C za stalého ttepani pii
130 rpm. Dalsi bakterie Agrobacterium tumefaciens byla kultivovana 3 dny pii 28 °C.
Ostatni kultivace provadéné na agarovych plotnach byly realizovany v inkubatoru pii 37

°C.

3.2.1.2 Skladovani

Mikroorganismy skladované pouze kratkou dobu byly ponechany v lednici jim uréené
pii 4 °C po dobu maximaln¢ jednoho mésice, ale kultury obsahujici plazmidy
S vklonovanymi konstrukty genli byly uskladnény ve formé 50% zasobniho roztoku

glycerolu v mrazaku pfi teploté -80 °C.

3.2.2 Metody pouzivané pri praci s DNA

3.2.2.1 Transformace bunék Agrobacteria tumefaciens GV3101

Vyuziti bakterie A. tumefaciens pro genetickou modifikaci rostlin je jednou z nejvice
pouzivanych transformacnich metod molekularni biologie. Do bakteridlni kultury A.
tumefaciens GV3101 vyjmuté z mrazaku a umisténé na led byla napipetovana liga¢ni
smes obsahujici konstrukty gentit PpIPT a nechdna 10 minut na ledu, néasledn¢ byla
suspenze podrobena elektroporaci na piistroji BTX (ECM 399) nebo ponechéna
Vv tekutém dusiku po dobu 1 minuty. Déle bylo tfeba suspenzi opét ochladit na ledu a
bylo k ni pfidano 500 ul SOC média a cela smés ponechana 2 hodiny na tfepacce
vyhiaté na 28 °C. V zavéru byla suspenze zcentrifugovana pii 4000 rpm po dobu 5
minut, ¢ast supernatantu byla odstranéna a ve zbylém objemu doSlo k resuspendovani
peletu a inokulaci na Petriho misku s LB médiem a antibiotiky Kanamycinem,
Rifampicinem a Gentamycinem. Takto pfipravené P. misky byly ponechany ke kultivaci

2-3 dny pti 28 °C.
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3.2.2.2 Transformace bunék Escherichia coli TOP10

Chemokompetentni buriky bakterie E. coli TOP 10 byly transformovany metodou
teplotniho Soku ,heat shock™. Z mrazdku byly vyjmuty rozalikvotované bakteridlni
buiiky v mikrozkumavkach. Bakterialni bunky byly ponechany na ledu rozmrznout a
K nim bylo pfidano 7,5 ul liga¢ni smési a ponechdno 3 minuty na ledu. Mezitim bylo
rozehtato SOC médium na tfepacce a rovnéz bylo nutné vyhtat termoblok na 42 °C, coz
byla teplota, pfi niz byl proveden teplotni Sok po dobu 1 minuty. Po provedeni
transformace byla mikrozkumavka s bakterialni suspenzi ponechana na ledu po dobu 3
minut a pfidano 300 pl SOC média. Nakonec byla smés umisténa na ttepacku (800 rpm)
rozehtatou na 37 °C po dobu 1 hodiny. Nasledn¢ byla provedena centrifugace pii 4000
rpm po dobu 5 minut. Stejné jako tomu bylo v piipadé¢ transformace A. tumefaciens byla
¢ast supernatantu odstranéna a zbytek pouzit k resuspendovani peletu. Inokulace
probéhla za sterilnich podminek. VyZihanou hokejkou byla suspenze rozetiena na
Petriho misku s LB médiem a Kanamycinem. Kultivace probihala pies noc v inkubatoru

pti 37 °C.

3.2.2.2 lzolace plasmidii s pouzitim QIAprep Spin Miniprep Kit

Bakterialni kultura nesouci ptislusny plasmid byla kultivovana v LB médiu pfes noc za
stalého trepani pti 37 °C. Po kultivaci bylo ziskano 15 ml bakterialni kultury, kterd byla
podrobena centrifugaci po dobu 10 minut pfi 5000 g. Supernatant byl odstranén a
usazeny pelet byl resuspendovan dle pfilozeného manudlu vySe zminéné soupravy
QIAprep Spin Miniprep Kitu. Plasmid byl z kolony eluovan pufrem EB, jehoz mnozstvi
zaviselo na tom, jakou vyslednou koncentraci izolovaného plazmidu bylo potieba
ziskat, ale pohybovalo se v rozmezi 20-55 pl. Takto vyizolovany plazmid byl pouZzit
k dalsimu zpracovani a zmétena koncentrace V jednotkach ng/ul na spektrofotometru
NanoDrop One. Jako BLANK byl pouzit elu¢ni pufr EB.

3.2.2.3 Purifikace PCR produktii pomoci soupravy NucleoSpin Gel and PCR
clean-up

PCR produkt byl doplnén Nuclease free vodou na objem 200 pl a dale bylo
postupovano dle pfilozeného manualu soupravy NucleoSpin Gel and PCR clean-up.
Eluce byla provedena za pouziti 25 pl NE pufru a zméfena koncentrace V jednotkach

ng/ul na spektrofotometru NanoDrop One. Jako BLANK byl pouzit elu¢ni pufr NE.
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3.2.2.4 Méreni optické hustoty bakterialni kultury

Po kultivaci Agrobacteria tumefaciens ptislusnym vektorem s vklonovanymi konstrukty
byla méfena optickd hustota suspenze bakterialni kolonie v AS médiu pti vinové délce

600 nm (ODeoo) na spektrofotometru NAS 99 s pouzitim plastovych kyvet.

3.2.2.5 Agarosova elektroforéza

Elektroforéza byla provedena v roztoku 1% agarosy v TAE pufru v horizontalnim
uspotfadani. Elektroforetickd vani¢ka byla naplnéna v ptipad¢ ptipravy malého gelu 50
ml (100 ml pti ptipravé velkého gelu) 1% roztoku agarosy a pro lepsi detekci bylo
pfiddano 10 pl (pro velky gel 20 pl) ethidium bromidu. Do takto pfipravenych
elektroforetickych vani¢ek byly umistény hiebinky dle potiebného poctu jamek
Vv zavislosti na mnozstvi vzorkl a takto nality gel se ponechal 20 minut za laboratorni
teploty tuhnout. Po vyndani hitebink probéhlo naneseni 7 ul vzorkd smichanych s 5 pl
vzorkovaciho pufru 5x Loading Dye a 2 pl standardu molekulovych hmotnosti (1 kb
Plus DNA Ladder) a samotna eclektroforéza v elektroforetické komtirce pii napéti 110

V po dobu 30 minut v prostiedi 1x koncentrovaného TAE pufru.

3.2.2.6 SDS-PAGE elektroforéza

K provedeni elektroforézy SDS-PAGE byl pouzit 4% zaostiovaci a 10% separacni 1
mm gel o velikosti 10x10 cm. Vzorek proteinu byl smichan s vzorkovym pufrem
obsahujicim krom¢ SDS i reduk¢ni ¢inidlo B-merkaptoethanol. Jako prvni byl pfipraven
separacni gel s prfidavkem TEMEDu a persiranu amonného. Takto pfipraveny roztok
gelu byl nalit mezi délici skla a pfevrstven butanolem a ponechan 30 minut stat. Po
ztuhnuti gelu byl butanol slit z povrchu gelu a ten byl proplachnut destilovanou vodou.
Zbytky vody byly z povrchu gelu odstranény kouskem filtra¢niho papiru. Nasledné byl
pfipraven zaostfovaci gel smichdnim TEMEDuU a persiranu amonného a ten byl nalit na
povrch ztuhlého separa¢niho gelu. Do takto pfipraveného zaostfovaciho gelu byl
ponofen hiebinek a cely gen byl ponechan opét 30 minut, aby gel ztuhl, mohl byt
odstranén hiebinek a vzniklé jamky mohly byt proplachnuty destilovanou vodou. Cela
soustava délicich skel a gelu byla pfemisténa do elektroforetické vany a doplnéna
elektrodovym pufrem 1x zfedénym. Stejnym pufrem byly rovnéz proplachnuty i jamky
a do nich byly naneseny vzorky a standard (PageRuler protein unstained ladder). Po

provedeni téchto tikond byla elektroforeticka komtrka uzaviena a ptipojena ke zdroji
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proudu. Zpocatku pro tcel zakoncentrovani vzorku byl vzorek nechan po dobu 20 minut
migrovat zaostfovacim gelem pii napéti 100 V, a poté bylo napéti zvyseno na 140 V a
separace bézela do doby, kdy vzorky doputovaly na konec déliciho skla. Po provedeni
elektroforézy byl odpojen proud, gel vyjmut a inkubovan za laboratorni teploty v
Coomassie Brilliant Blue barvicim roztoku na tfepacce (50 rpm). Poté byl odbarven

pomoci odbarvovaciho roztoku na tiepacce.

3.2.2.7 Analyza Western-blot

Po separaci vzorkt metodou SDS-PAGE byl gel pfenesen na PVDF membranu pomoci
elektroblotovani. Membrana byla nasledné¢ obarvena amidocerni, aby doslo
Kk vizualizaci proteinti. Membrana byla nastiihana tak, aby bylo mozno jednotlivé drahy
oSetfit pfisluSnou primarni protilditkou. Poté byla membrana blokovana v 5%
odtu¢néném mléku (v TBST) po dobu jedné hodiny, promyta 3x v TBST a TBS pufru.
Poté byla na membranu ptidana primarni protilatka v 1% odtu¢néném mléku v TBST a
inkubovana po dobu jedné hodiny. Ke specifické detekcei proteinti byly pouzity primarni
protilatky rabbit anti-Myc (1:750), rabbit anti-His (1:500) a rabbit anti-GFP (1:500).
Membrany byly opét tiikrat promyty v TBST a TBS pufru, a poté aplikovany
sekundarni protilatky goat anti-rabbit (1:5000) a rabbit anti-mouse v 1% odtu¢néném
mléku v TBST (1:5000) a inkubovany po dobu 45 minut. Membrany byly opét tiikrat
promyty v TBST a TBS pufru a poté aplikovan detekéni roztok SuperSignal™ West
Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo) a signal byl zaznamenan pomoci

dokumentaéni stanice ChemiDoc XRS+ systém.

3.2.2.8 Amplifikace genu metodou PCR

Polymerazova tetézova reakce slouzila k amplifikaci genu GFP, IPT1, 3, 4 a 6 diky
DNA polymeraze. Jako templat bylo pouzito 10 ng plasmidi pKLG50 nesouviho
jednotlivé PpIPT geny. Aby bylo mozné amplifikace dosahnout, musela reak¢éni smés
obsahovat HF pufr, Phusion High-Fidelity DNA Polymerasu, templat a amgenové
specifické primery. Presné slozeni smési véetné objemt udava Tab. 1. Reakce probihala
v objemu 20 pl vtermocycleru za podminek uvedenych v Tab. 2. Ptiprava reakéni
smési byla provadéna na ledu a enzym byl do reakéni smési ptidan az jako posledni, aby

nedoslo k jeho degradaci.
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Tab. 1 Smés pro amplifikaci gent IPT1, 3, 4, 6 metodou PCR.

Sloika smési Objem slozek (ul) na jednu 20 pl
5x Buffer HF 4
10 x ANTP 2
Forward primer (Ascl; 10 pmolT) 1
Eeverse primer (BamH1; 10 pmolT) 1
Templat - DNA 1
Phusion polymerasa 0.2
Muclease free voda 10,8
Tab. 2 Podminky PCR reakce pro termocycler.
Faze cykln Teplota (°C) Cas (min.) Opakovini
1 Poéateéni denaturace 98 2:00 Ix
2 Denaturace o8 0:20
3 Annealing variabilné 0:20 34x
4 Elongace 72 variabilné
5 Koneéna elongace 72 10:00 Ix

3.2.2.9 Restrikce PCR produktu
Pied samotnou restrikci byly PCR produkty pomoci komeréni soupravy NucleoSpin Gel
and PCR clean-up (Macherey Nagel) purifikovany. Plasmid pENTR2B-GFP byl §tépen
restrik¢nimi endonukleazami BamHI a Xmnl v CutSmart pufru, jak je uvedeno v Tab.
4. Naproti tomu PCR produkty byly $tépeny pouze enzymem BamHI (Tab. 3).

Reakce byla nastavena v objemu 50 pl a ponechana pies noc v inkubatoru pii 37 °C.
Dalsi den byla k reakéni smési obsahujici plasmid pENTR2B-GFP ptidana alkalicka
fosfataza — FastAP (Thermo Scientific) a ovéfena uspé&nost restrikce agarosovou

elektroforézou.

Tab. 3 Smés pro restrikci PCR produktii (gend IPT1, 3, 4, 6).

Sloika smési Objem sloiek (ul) na jednu 50 pl
10x CutSmart 5
BamH1 1
PCR produkt (IPT1, 3, 4, 6) 44

MNuclease free voda -
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Tab. 4 Smés pro restrikci plasmidu pPENTR2B-GFP #8.

Sloika smési Objem sloiek (pul) na jednu 50 pl
10x CutSmart 5
Xmnl 1
BamH1 1
pENTR2B-GEFP =8 30
MNuclease free voda 13.5

3.2.2.10 Ligace

Ligacni reakce byla provedena s ptidavkem T4 DNA ligazy v prostfedi liga¢niho pufru
za laboratorni teploty po dobu dvou hodin. Celkovy objem reakce ¢inil 10 pl a vSechny
komponenty reakce jsou uvedeny v Tab. 5 a 6. Cilem liga¢ni reakce bylo spojeni
plasmidu pENTR2B-GFP s geny PpIPT1, 3, 4 a 6. Byly nastaveny dvé liga¢ni reakce,
jedna s plasmidem a inzertem a druha s destilovanou vodou a annealed oligem misto

inzertu.

Tab. 5 Smés uréena k ligaci vektoru pENTR2B-GFP s geny PpIPT1, 3, 4 a 6.

Sloika smési Objem slozek (ul) na jednu 10 pl reakcei
10x Ligaéni pufr 1
Vektor pPENTR2B-GFP 1.5
PCR produkt (IPT1, 3, 4, 6) 6.5
T4 DNA ligasa 1

Nuclease free voda -

Tab. 6 Smés pro kontrolni ligaci s pouzitim annealed oliga.

Sloika smési Objem slozek (pul) na jednu 10 pl reakei
10x Ligaéni pufr 085
Veltor pPENTR2E-GFP 1.5
Annealed oligo 3.15
T4 DINA ligasa 1
Nuclease free voda 3.5

40



3.2.2.11 Colony PCR screening

Tato metoda slouzi k ovéfeni transformace klonovaného plasmidu v bakterii E. coli.
Pfes noc v inkubatoru pti 37 °C narostly bilé kolonie, které byly vypichnuty pomoci
plastové Spicky a po kratkém ponofeni do reak¢ni smési inokulovany na piedem
oznacené Petriho misky s Kanamycinovym antibiotikem. Takovymto miskdm se tika
Hreplika misky*, které se nechaji inkubovat ptes noc v inkubatoru pii 37 °C, aby mohly
byt nasledné po provedeni kontrolni agarosové elektroforézy oznaceny pozitivni kolonie
a ty pak mohly byt kultivovany v tekutém LB médiu kviili zmnozeni, abychom mohli
provést izolaci plasmidi a sekvenaci. Je dobré si dalSi den z narostlé bakteridlni
suspenze vytvortit zdsobni glycerolové roztoky nazyvané ,,glycerol stock®.

Abychom ovétili ptitomnost DNA inzert (gent PpIPT) v pENTR2B-GFP plasmidu
byly kolonie pouzity jako templat pro PCR reakci v pfitomnosti GoTaq G2 Flexi DNA
polymerazy (Thermo Scientific) a primera (Tab. 7). S vyslednymi PCR produkty byla

provedena analyza v agarosovém gelu.

Tab. 7 SloZeni reak¢éni smési pro PCR reakei (ovéfeni pritomnosti gentt PpIPT1, 3, 4 a 6).

Sloika smési Objem sloZek (ul) na jednu 15 pl reakei
5x Green pufr 3
25 mM MgCly 1.5
dNTP 1.5
Forward primer (pENTE) 0,75
Reverse primer (eGFP 01) 0,75

Vzorek kolonie - templat
Go Taq polymerasa 0.0
Nuclease free voda

L g

3.2.2.12 Kontrolni restrikce

Pro ovéfeni vklonovani inzertu (sekvenci jednotlivych genti PpIPT) do vektoru pENTR2B-
GFP byly provedeny kontrolni restrikce za pouziti odlisnych restrikénich enzyma (Tab. 8, 9
a 10). Jednotlivé fragmenty byly ovéfeny analyzou v agarosovém gelu dle popisu metody

3.2.2.5.

Tab. 8 Slozeni reakéni smési pro kontrolni restrikci insertd PpIPT1, 4 a 6 v plasmidu

Slozka smési Objem slozek (ul) na jednu 20 pl reakei
10x CutSmart 2
Ascl 0.5
BamH1 0.5
pENTRIB-PpIPT1/4/6 -GFP 3
Nuclease free voda 14
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PENTR2B-GFP.

Tab. 9 Slozeni reakéni smési pro kontrolni restrikci insertu PpIPT4 v plasmidu
PENTR2B-GFP.

Sloika smési Objem slozek (ul) na jednu 20 pl reakci
10x CutSmart 2
Notl-FD 0.5
pENTR2B:-PpIPT4 -GFP 3
Nuclease free voda 14.5

Tab. 10 Slozeni reakéni smési pro kontrolni restrikci insertu PpIPT3 a 6 v plasmidu
PENTR2B-GFP.

Sloika smési Objem sloiek (ul) na jednu 20 pl reakei
10x CutSmart 2
Nhel 0.5
BamH1-HF 0.5
pENTE2B-PpIPT3/6 -GFP 2
Nuclease free voda 15

3.2.2.13 LR reakce

Mezi vstupnim vektorem pENTR2B-GFP s misty attL a cilovym vektorem pGWB17
s misty attR byla provedena homologni rekombinance pomoci LR reakce za tvorby
expresniho vektoru. K provedeni LR reakce byl potieba vstupni vektor (pENTR2B-
GFP) o koncentraci 135 ng/ul, cilovy vektor ((GWB17) o koncentraci 135 ng/ul, 10
mM TE pufr o pH 8,0 doplnény na findlni objem 10 pl. Pfed ptidanim 1,25 pl enzymu
LR clonazy Mix II byla smés ponechana v termostatu vyhiatém na 45 °C po dobu 5
minut. Po pfiddni enzymu byla smés ponechana nckolik hodin pii laboratorni teploté
(25 °C), aby mohla probéhnout LR reakce, kterd byla zastavena pfidanim 1 pl
proteinazy K (EC 3.4.21.14) probéhla inkubace pfi teploté 37 °C po dobu 20 minut. Na
zavér probehla transformace 5 pl vysledné smési do E. coli TOP10 a inokulace na P.

misku s LB médiem obohacenych o ptidavek antibiotik Kanamycinu a Hygromycinu.

3.2.2.14 Sekvenace
Ptipravené vzorky (od kazdého 7,5 pl) obsahujici 6 pl izolované plasmidové DNA
ziedéné na piislusnou koncentraci (~ 100 ng-ul™) a 1,5 pl primeru (PENTR-seq-forward
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a eGFP-seg-reverse01) byly odeslany na sekvenaci do firmy SEQem, Dobiis, Ceska
republika. Nasledn¢ byly vysledky vyhodnoceny v programu BioEdit verze 7.2.5.

3.2.3 Priprava bakterialnich konzerv

Jak jiz bylo zminéno u metody Colony PCR screening, tak byly vyuzity pouze pozitivni
kolonie z ,replika misky*, které byly nao¢kovany do 50 ml falkon napIlnénych 15 ml
LB média spolu s pfidanym Kanamycinovym antibiotikem a ponechany ke kultivaci
pies noc pii 37 °C na tfepacce o 180 rpm. Dalsi den bylo odpipetovano 500 pl suspenze
do 2 ml mikrozkumavky a ptidano 500 pl 50% glycerolu. Mikrozkumavky byly
nasledné umistény na par minut do tekutého dusiku pro konzervaci, a poté umistény do

mrazaku na -80 °C.

3.2.4 Infiltrace listd Nicotiana benthamiana

Jedna se o metodu vyuzivajici bakterialni kulturu Agrobacterium tumefaciens k infekci
listd rostlin tabaku Nicotiana benthamiana. Pouzilo se 6 mikrozkumavek
s rozalikvotovanym mnozstvim bakterie Agrobacterium tumefaciens vyjmutych
z mrazéku, které se nechaly stat na ledu stejné¢ tak jako vyjmuté zasobni roztoky
obsahujici plasmidy s vklonovanymi geny PpIPT, dale bylo pouzito 35S::GFP a p109.
Do kazdé z mikrozkumavek s bakterii bylo ptfidano vzdy 20 pl zasobniho roztoku a
SOC média. Celd smés byla ponechana 10 minut na ledu, a poté byly mikrozkumavky
ponoifeny na 1 minutu do tekutého dusiku pro dosazeni teplotniho Soku, nasledné byly
mikrozkumavky umistény na tiepacku na dobu 2 hodin. Dale probéhla inokulace do
malého a nasledné vétSiho objemu LB média do Erlenmeyerovych banck s pouzitim
antibiotika Kanamycinu a nechano kultivovat pies noc na tiepacce o 180 rpm pii 37 °C.
Dalsi den byla bakterialni suspenze zcentrifugovana pii 15000 g po dobu 10 minut,
supernatant byl odstranén a pelet rozsuspendovan v infiltranim AS médiu a poté opét
zcentrifugovan za stejnych podminek, supernatan odstranén a pelet znovu
rozsuspendovan pridavkem 40 pl AS média. Mezitim byly 3 tydny staré rostliny tabaku
zality do podmisky a umistény do plastového pytle (Obr. 8), aby doslo k otevieni
priduchi a infiltrace tak byla snadnéjSi. U vSech bakteridlnich suspenzi byla na
spektrofotometru promeétena optickd hustota pifi vlnové délce 600 nm. Protoze byly
bakterialni suspenze husté, bylo potieba je vyfedit az na ODsoo rovno 0,3. Nakonec bylo

odebrano 5 ml suspenze s PpIPTI1, 3, 4, 6 a GFP a ke kazdé z nich pfidano 5 ml
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suspenze s p19. Takto ptipravené suspenze mohly byt s pomoci 1 ml injekéni stiikacky

infiltrovany skrz spodni stranu listu do expresniho systému rostliny (Obr. 9), coz bylo

mozné po tfech dnech inkubace pozorovat pod konfokalnim mikroskopem.

Obr. 8 Snimek zachycujici umisténi Obr. 9 Snimek zachycujici 3
rostlin V. benthamiana do igelitu nékolik tydny staré  rosthny N
hodin pred infiltraci. benthamiana.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Transientni exprese PpIPT v listech Nicotiana
benthamiana

Experiment byl zahajen vysevem rostliny Nicotiana benthamiana, protoze byla
pro ucely experimentu potieba 3-4 tydenni rostlina. V dalsim kroku byly vyuzity jiz
pripravené expresni konstrukty nesouci geny PpIPT1 (klon €. 2), PpIPT3 (klon ¢. 14),
PpIPT4 (klon ¢. 26) a PpIPT6 (klon ¢. 42) oznacené na C-konci pomoci 6xHis kotvy C-
myc znacky. Konstrukty byly pfipraveny v ramci diplomové prace Mgr. Jakuba Savary.
Dale byl vyuzit kontrolni konstrukt nesouci expresni kazetu 35S::GFP. Tyto konstrukty
byly nejprve izolovany z kultury E. coli a nasledné transformovany do Agrobacteria
tumefaciens (kmen GV3101). Takto pfipravené kultury byly infiltrovany do spodni
strany listt pfedem oznacenych rostlin N. benthamiana pomoci 1 ml injekéni stiikacky.
Pokusné rostliny byly po infiltraci ponechany po dobu 3 dnG ve fytotronu za
standardnich podminek, poté byl pomoci fluorescencni lupy a epifluorescen¢niho
mikroskopu pozorovan fluorescenéni signal u kontrolnich rostlin transformovanych
konstruktem 35S::GFP. U téchto rostlin byl opravdu pozorovan rozdil mezi
infiltrovanou ¢asti listu, kterd se jevila jako zelend a neinfiltrovanou casti, kterd byla

¢ervena (autofluorescence chlorofylu), jak dokazuji pofizené snimky A a B na Obr. 10.

100 um 100 um

Obr. 10 Snimek zachycujici spodni stranu listu tabaku Nicotiana benthamiana po infiltraci.
Sekce A predstavuje oblast po infiltraci znacenou zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP) a
sekce B zachycuje neinfiltrovanou oblast listu bez GFP signalu, ktera se jevi jako Cervené
zbarvena.
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4.2. Analyza proteinti metodou Western-blot

Infiltrované listy N. bentamina byly sklizeny a zamrazeny v tekutém dusiku pro
naslednou analyzu proteini pomoci metody western-blot. Nejprve byly piipraveny
proteinové extrakty, rozdéleny v 10% akrylamidovém gelu a pfeneseny na PVDF
membranu. Byly pfipraveny dvé stejné membrany nesouci vzdy kontrolu (35S::GFP)
spolu s jednotlivymi PpIPT. Membrana byla po obarveni amidoCerni rozstiihana a
jednotlivé drdhy oznadeny specifickymi primarnimi protilitkami. Cast membrany
S pozitivni kontrolou 35S::GFP byla znacena anti-GFP protilatkou, zatimco zbytek
membrany nesouci jednotlivé PpIPT byl oznafen anti-Myc, respektive anti-His
protilatkou. Bohuzel detekce exprese rekombinantnich PpIPT proteini metodou
western-blot nebyla uspésna ani santi-Myc (Obr. 11) ani santi-His (Obr. 12)
protilatkou, zatimco pozitivni kontola detekovana byla pomoci anti-GFP protilatky
(Obr. 11 a 12). Pravdépodobné nedoslo k expresi PpIPT, nebo k ni doslo, ale jelikoz
jsou IPT proteiny velmi nestabilni, tak byly degradovany, a proto nebyly detekovany.
Vzhledem Kk vySe popsanym problémim byla pozménéna strategie s cilem provést
expresi PpIPT proteinii oznacenych pomoci GFP v tabakovych listech. Je mozné se
domnivat, Zze GFP by mohlo napomoct stabilit¢ PpIPT protein. Pomoci GFP lze
provést snadno a rychle detekci pomoci fluorescencniho mikroskopu a taktéz jej
piipadné pouzit jako afinitni kotvu pro purifikaci proteinu. Za timto uGcelem byla
provedena priprava plasmidovych konstruktd nesoucich expresni kazetu 35S::PpIPT-
6xHis-GFP. Krom¢ GFP nesou tyto konstrukty taktéz 6x histidinovou kotvu (His-tag),

ktera umoznuje metal-chelata¢ni chromatografickou purifikaci proteinu.
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Obr. 11 SDS-PAGE elektroforeogram zachycujici v levé ¢asti negativni
signal po aplikaci anti-Myc protilatky u konstruktd PpIPT1, PpIPT3,
PpIPT4 a PpIPT6 a v pravé ¢asti pozitivni signal po aplikaci protilatky
anti-GFP, ktera slouzi jako kontrola. WT zachycuje signal u
neinfiltrované rostliny, ktery byl negaivni.
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Obr. 12 SDS-PAGE elektroforeogram zachycujici v levé ¢asti negativni
signal po aplikaci anti-His protilatky u konstruktd PpIPT1, PpIPT3,
PpIPT4 a PpIPT6 a v pravé ¢asti pozitivni signal po aplikaci protilatky
anti-GFP, ktera slouzi jako kontrola. WT zachycuje signal u
neinfiltrované rostliny, ktery byl negativni.
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4.3. Klonovani konstrukta 35S:PpIPT-GFP

Pro amplifikaci fragmentti nesoucich geny PpIPT byla v ivodu provedena optimalizace
podminek PCR reakce. Za ucelem optimalizace byla vyuzita kombinace primert
nesoucich restrik¢éni mista Ascl respektive BamHI (Tab. 1). Jako templat byly pouzity
puvodni plasmidové konstrukty 35S:PplPT-4xMyc (Obr. 13, 14 a 15). PCR reakce byla
analyzovana za pomoci 1% agarosové elektroforézy (Obr. 16), ktera byla tspésna,
jednotlivé PCR produkty byly vyuzity k dalSimu klonovani. Nasledn¢ byla provedena
purifikace PCR produktt, které byly nastépeny restrik¢nimi enzymy BamHI poskytujici
lepivy konec na 3’-konci, zatimco 5'-konec zistal tupy. Naproti tomu klonovaci vektor
PENTR2B-GFP byl nastépen enzymy BamHI a Xmnl vytvafejici tupy konec,
kompatibilni s 5’-koncem PCR produktu. Po restrikci byly nastépené PCR produkty i
PENTR2B-GFP opét ovéteny elektroforézou v 1% agarosovém gelu (Obr. 17). Poté
byla provedena ligace jednotlivych PCR produktt obsahujicimi PpIPT1, 3, 4, 6 do
piipraven¢ho vektoru pPENTR2B-GFP. Nasledné byla liga¢ni smés transformovana do
bakterie E. coli TOP10 a selektovana na LB mediu s Kanamycinem. Transformované
kolonie byly testovany pomoci tzv. colony PCR na piitomnost konstruktu pENTR2B-
PpIPT-GFP pomoci vhodné zvolené kombinace specifickych primerti. Po opakovaném
provedeni colony PCR screeningu byly ziskdny pozitivni kolonie pouze u konstrukta
PpIPT3 (klon ¢. 10, 21, 39 a 59), PpIPT4 (klon ¢. 18) a PpIPT6 (klon ¢. 27 a 35).
Konstrukt PpIPT1 se nepodafilo klonovat pravdépodobné kvili nizké efektivité ligace
tupych konctit DNA fragmentt. Pozitivni klony po provedeni kolony PCR screeningu
jsou zachyceny na Obr. 18, 19 a 20. Nasledné byly pozitivni klony pomnozeny, byl
Z nich izolovan plasmid a podroben kontrolni restrikci pomoci enzymit Ascl a BamHI
pro konstrukty pENTR2B-PpIPT1-6xHis-GFP, pENTR2B-PplPT4-6xHis-GFP a
PENTR2B-PplIPT6-6xHis-GFP, konstrukt pENTR2B-PplPT4-6xHis-GFP byl jesté
ovefen restrikci za pouziti enzymu NotI-FD (Obr. 21). Dalsi sada pozitivnich kolonii
pro konstrukty pENTR2B-PpIPT3-6xHis-GFP a pENTR2B-PpIPT6-6xHis-GFP byla
opét pomnoZena a byl izolovan plasmid, ktery byl nasledné opét podroben kontrolni
restrikci pomoci enzym Nhel a BamHI-HF (Obr. 22). Pozitivni klony byly na zavér
ovéteny pomoci sekvenace. Spravné klony jsou ¢. 21 a 59 u PpIPT3, u PpIPT4 to byl
klon €. 18 a u PpIPT6 klon €. 35.
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Obr. 13 Klonovaci kazeta konstruktu pENTR2B-PplPT3-6xHis-GFP.
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Obr. 14 Klonovaci kazeta konstruktu pENTR2B-PplPT4-6xHis-GFP.
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Obr. 15 Klonovaci kazeta konstruktu pENTRIB-PpiPT6-6xHis-GFP.
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Obr. 16 PCR amplifikace gend Obr. 17 Restrikce PCR produkti a

PpIPT!, PpIPT3, PpIPT4 a plasmidu pPENTR2B-GFP. PCR produkty
PpIPT6. byly odetfeny pomoci BamHI, zatimco
konstrukt pENTR2B-GFP byl ogetien
enzymy BamHI a Xmnl
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Obr. 18 Colony PCR pro pENTR2B-PpIPT3-6xHis-GFP konstrukt s pozitivnimi klony €.
10,21,39a59.
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Obr. 19 Colony PCR pro pENTR2B-PpIPT4-
6xHis-GFP konstrukt s pozitivnim klonem &. 18.
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Obr. 20 Colony PCR pro pENTR2B-PpIPT6-6xHis-GFP konstrukt s pozitivnimi klony
¢.27a35.

1kb+ 1 kb~

Obr. 21 Kontrolni restrikce pomoci enzymu Ascl a BamHI pro konstrukty pENTR2B-
PpIPTI-6xHis-GFP, pENTR2B-PpIPT4-6xHis-GFP a pENTR2B-PpIPT6-6xHis-
GFP. U konstruktu pENTR2B-PpIPT4-6xHis-GFP byla restrikce provedena za
pouziti enzymu NotI-FD.
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Obr. 22 Kontrolni restrikce pomoci enzymt Nhel a BamHI-HF pro konstrukty
PENTR2B-PpIPT3-6xHis-GFP a pENTR2B-PpIPT6-6xHis-GFP.

Oveétené konstrukty pPENTR2B-PpIPT3-6xHis-GFP, pENTR2B-PplIPT4-6xHis-GFP a
PENTR2B-PpIPT6-6xHis-GFP  byly pouzity kLR rekombinaci do cilového
(destina¢niho) binarniho vektoru pPGWB17. Pfed LR reakci byla provedena linearizace
destinacniho vektoru pGWB17 pomoci Xhol, coZ zna¢né zvySuje ucinnost LR reakce a
minimalizuje vznik fale$né pozitivnich klont. Cilem této reakce bylo ziskani binarnich
konstruktat pGWB17-PpIPT-6xHis-GFP, které mohou byt vyuzity ke genetické
transformaci rostlinného materialu. LR reakce probé&hla uspésné, jak potvrdil i kolony
PCR screening (Obr. 23). Vybrané klony byly opét osekvenovany a byla ovéiena
spravnost pripraveného konstruktu. Nasledn¢ mohla byt provedena transformace
ziskanych konstruktti do bakterie Agrobacterium tumefaciens GV3101.

Z ¢asovych divodu nebylo mozné realizovat infiltraci tabakovych listd. Tento

experiment planujeme dokoncit v nejblizsi dobé.

1kb+  PpIPT3 PpIPT4 PpIPT6  1kb+
A B B mes W
0 - .:, = & 100
5nui-'_§____-__** B

Obr. 23 Colony PCR pro pGWB17-PpIPT3-6xHis-GFP, pGWB17-PpIPT4-6xHis-
GFP a pGWB17-PplPT6-6xHis-GFP konstrukt. U vSech probéhla LR reakce tspésné.
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5 ZAVER

V ramci predkladané bakalarské prace byla v teoretické casti zpracovdna literarni
reSerSe na téma: Biosyntéza cytokinini v nizSich rostlinach se zaméfenim na
Physcomitrella patens. Dale byla popsana modelova rostlina Nicotiana benthamiana,
kterd byla Vv experimentalni Casti vyuzita jako rostlinny expresni systém pro PpIPT
enzymy.

Experiment se skladal ze dvou fazi. Nejprve byla provedena exprese PpIPT1, 3, 4 a 6
Vv tabdkovych listech s vyuZzitim konstruktl, které byly ptipraveny v ramci diplomové
prace Mgr. Jakuba Savary. Jako prvni byla provedena infiltrace tabakovych listi a
nasledné analyza proteinii metodou western-blot, ktera nebyla Gspésna. Z tohoto diivodu
bylo pfistoupeno Vv druhé fazi experimentu k pifipravé novych konstruktli S vyuzitim
pokrocilych klonovacich technik, kdy byl gen PpIPT klonovan do vstupniho (“entry®)
vektoru pENTR2B-GFP s pouzitim restrikénich enzymu s lepivym (BamHI) a tupym
(Xmnl) koncem. Podafilo se tispésné zaklonovat geny PpIPT3, 4 a 6, které byly na 3'-
konci ozna¢eny pomoci 6xHis kotvy. Vysledkem tohoto experimentu byly konstrukty
PENTR2B-PplIPT3-6xHis-GFP, pENTR2B-PpIPT4-6xHis-GFP a pENTR2B-PplIPT6-
6xHis-GFP. Bohuzel gen PpIPT1 se nepodafilo zaklonovat, pravdépodobné kvuli nizké
ucinnosti ligace tupého 5°-konce PCR produktu s tupym koncem vzniklym po restrikci
PENTR2B-GFP enzymem Xmnl. Spravnost konstruktii byla ovéfena kontrolni restrikci
a nasledna sekvenace pak potvrdila zachovani ¢teciho ramce mezi genem PplIPT, 6xHis
a GFP. Tyto fuzni geny pak byly uspésné¢ pieklonovany z pENTR2B kloni do
destina¢niho vektoru pGWB17 s vyuzitim LR reakce. Tyto konstrukty byly opét
ovéfeny sekvenaci a poté transformovany do Agrobacteria tumefaciens. Z ¢asovych
divodl jiz nebylo mozné provést infiltraci tabdkovych listli s vyuzitim téchto noveé

ptipravenych konstruktti. Tento experiment bude proveden v budoucnu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AtIPT

A. tumefaciens

BA

BSA

°C
CaMV35S

CKX

cZ

Da (kDa)
DIMBOA
DMAPP
DMSO
dNTP
Dz

E. coli
FAD
FastAP

g

GFP
GHS-R

His-tag
HIAIPT
HMBDP
iP

iPMP
iPR

IPT

kb

LB médium

gen Arabidopsis thaliana isopentenyltransferasa
Agrobacterium tumefaciens

benzyladenin

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
stupen Celsia

promotoru viru mozaiky kvétaku (z angl. Cauliflower mosaic
virus)

cytokininoxidasa/dehydrogenasa

cis-zeatin

Dalton (kilodalton)
2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-on
dimethylallylpyrofosfat

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleotidtrifosfat

dihydrozeatin

Escherichia coli

flavinadenindinukleotid

termostabilni alkalicka fosfatasa

tihové zrychleni

zeleny fluorescencni protein (z angl. Green fluorescent protein)

receptor rastového hormonu (z angl. Growth hormone
secretagogue receptor)

histidinova kotva

Humulus lupulus adenylatova isopentenyltransferasa
1-hydroxy-2-methyl-(E)-butenyl-4-difosfat
isopentenyladenin

4-isopropyl-3methylfenol

isopentenyladeninribosid

iIsopentenyltransferasa

kilobaze (tisic bazi)

médium zvané jako Lysogenyho vyvar (z angl. Lysogeny brot)
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M marker

memT ortho-methoxytopolin

meoT meta-ethoxytopolin

MEP methylerythritol fosfatova draha

min. minuty

mol-1* mol na litr

mT meta-topolin

MVA mevalonatova draha

nm nanometr

ODeoo opticka hustota pfi 600 nm

oT orto-topolin

PCR polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
PEG polyethylenglykol

P. misky Petriho misky

P. patens Physcomitrella patens

PpIPT gen kodujici Physcomitrella patens isopentenyltransferasu
PVDF polyvinyliden difluoridova membrana

rpm pocet otacek za minutu (z angl. rotation per minute)
SDS dodecylsiran sodny

TBS tris pufr (z angl. tris-buffered saline)

TBST tris pufr s pfidavkem Tweenu 20

T-DNA transferova DNA pienasena Ti-plasmidem

TEMED tetramethylendiamin

Ti-plasmid nador indukujici plasmid (z angl. tumor inducing)
Tmr gen uloZzeny v T-DNA kompartmentu Ti-plasmidu
tNOS terminator pro nopalinsynthetasu

Tris 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

tRNA transferovd RNA

tRNA-IPT tRNA-isopentenyl transferaza

tZ trans-zeatin

Tzs gen ulZeny ve virulentni oblasti usnadiiujici ptenos T-DNA
uidA reportérovy gen kodujici p-glukuronidazu
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uv ultrafialové zafeni

ul mikrolitr
VIGS virem-indukované uml¢eni genu
WT divoky kmen (z angl. wild type)

60



